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Resumen

Alchichica es un lago crater localizado en el estado de Puebla, México.
Formas estromatoliticas estdn presentes en su periferia y un florecimiento de la
cianobacteria Nodularia cf. spumigena se presenta anualmente durante la
primavera. Este trabajo describe los patrones de fijacién de nitrégeno en los
estromatolitos y de la cianobacteria plancténica para un ciclo de 24 horas. Los
experimentos se realizaron antes, durante y después del florecimiento de N. cf.
spumigena. Las tasas de fijacion de nitrogeno se obtuvieron mediante el método
de reduccién del acetileno. Se analizd el efecto de la radiacion UV (por debajo de
los 390 nm) sobre las tasas de fijacién de nitrégeno. Los estromatolitos tuvieron
picos maximos de fijacion de nitrogeno de 6 a 12 y 12 a 18 horas, mientras que
N. cf. spumigena present6é su actividad maxima de 18 a 24 horas. La radiacion
UV no afectd significativamente (p<0.05) las tasas de fijacién de nitrégeno en
ambos estromatolitos, pero la tendencia fue a aumentar la actividad diazdtrofa
en su ausencia. Por el contrario, la N. cf. spumigena fue afectada negativamente

de forma significativa (p<0.03) en su actividad diazé6trofa por la radiacion UV.
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Introduccion

La produccién primaria en los ambientes acuaticos suele estar
limitada por nutrientes entre los que destacan las formas reducidas de
nitrégeno, especialmente el ion amonio (NHa*) y el amoniaco (NH3) (Bronk
et al., 1994). El caso del nitrégeno es interesante, ya que es una molécula
muy abundante en la atmdésfera (78%); sin embargo, su triple enlace (N=N)
le confiere una gran estabilidad, siendo pocos los organismos que pueden
incorporarla de manera reducida a la red tréfica (Libes, 1992).

Debido a que los ciclos biogeoquimicos de los elementos en la
naturaleza estan relacionados entre si desde el nivel celular hasta el
ecosistémico, la disponibilidad de un elemento limitante como el nitrogeno,
estad determinada tanto por factores abidticos como por las relaciones
trolicas presentes en el sistema (Rastettler et al., 1992).

La importancia de conocer la tasa de fijacibn de nitrégeno
atmosférico en un ecosistema se basa en la importancia de obtener un
valor inicial del nutriente (por ejemplo, amoniaco ¢ amonio), el cual es
necesaric para comprender las relaciones energéticas dentro de un
ecosistema. Sin embargo, aun se conoce poco acerca de la biologia de los
organismos fijadores de nitrdgeno (diazdtrofos), asi como de los factores
ambientales que regulan este proceso {Coyer et al., 1996). El conocer las
tasas de fijacidén de nitrégeno atmosférico aporta informacién esencial para

el estudio de la energética y la biogeoquimica de un ambiente.



Fifacién de nitrégeno.- La fijacion de nitrégeno es la reducciéon de
dinitrégeno atmosférico a amoniaco (Coyer et al., 1996). Esta reaccion esta
catalizada por la enzima nitrogenasa, la cual se compone de dos proteinas:
la ferroproteina con hierro y la molibdeno-ferroproteina (MoFe) con
molibdeno y hierro. En algunos tipos de bacterias fijadoras de nitrégeno, el
molibdeno puede estar sustituide por vanadio (vanadio-ferroproteina)
(Kirshtein et al., 1991}.

La reaccién de reduccién de dinitrégeno atmosférico en amoniaco es
la siguiente {ecuacion 1):

Np+6a8e +6a8 H + 16 MgATP = 2NH;+ 16 MgADP +16P (1)

En donde: N2 es nitrégeno, e los electrones, H* los protones, MgATP es el

adenosin trifosfato con Mg, NH3 el amoniaco y P el fosforo,

El sitio de unién y de reduccién del No esta localizado, casi con
seguridad, en la proteina de MoFe. Durante la catalisis, es probable que la
ferredoxina se una a dos moléculas de MgATP, se reduzca, se asocie con ia
proteina de MoFe y le done a ésta un electron. La reaccion ocurre acoplada
a la hidrélisis de ATP (Dean & Jacobson, 1992},

La fijacion de nitrégeno requiere un gasto energético de por lo menos
dos moléculas de MgATP por cada electréon oxidado, lo que indica la
necesidad de obtener energia asimilable a partir de la fotosintesis (Coyer et
al.,, 1996); es decir, del metabolismo de biomoléculas como la glucosa, por
ejemplo (Zehr, 1992). Ademéas de requerir substratos energéticos, esta

reaccidon necesita la presencia de elementos como el molibdeno, el vanadio
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¥ el hierro (Mulder, 1975). La actividad de la nitrogenasa también esta
afectada por la presencia de nitratos y del amoniaco. Esta enzi-ma se
inactiva en presencia de oxigeno, el cual afecta la ferroproteina (Paerl et
al,, 1989) por lo que acoplar este proceso a la fotosintesis presenta
problemas.

Las tasas de fijacién de nitrégeno presentan variaciones tanto diales
como estacionales, que estan en funcién de los factores ecologicos que la
regulan como son: luz, radiacien ultravioleta, temperatura, pH, salinidad,
02, micronutrientes y nitrégeno inorganico (Blackburn & Serensen, 1985).
El producto final de la fijacién de nitrogeno, el amoniaco, es a su vez un
regulader importante, en donde la concentracion intracelular de esta
molécula controla de forma inversa el proceso de fijacién (Stewart et al.,
1975). Las condiciones que se presentan en un ambiente en relacion con la
concentracion de nutrientes son causa de variacion en la fijacién de
nitrogeno; se ha observado que los sistemas mesotroficos y eutroficos
tienden a presentar una actividad baja, mientras que los oligotréficos
suelen presentar una actividad alta de fijacién de nitrégeno (Libes, 1992).
Lo anterior se ha atribuido al hecho de que en los sistemas que estan
fuertemente limitados por la ausencia de nutrientes, un proceso tan
costoso energéticamente como la fijacion de nitrégeno, puede favorecerse
por resultar indispensable para la incorporacién de nutrientes (Libes,

1992).



Organismos diazétrofos.- Existen diferentes organismos diazdtrofos, es
decir con la capacidad de fijar nitrogeno; todos ellos forman parte de los
dominios Eubacteria y Archaeobacteria, en donde las primeras llegan a
presentar simbiosis con eucariontes (Sprent & Sprent, 1990). Todos los
organismos diazdtrofos tienen la enzima nitrogenasa y por lo tanto, los
genes nif (Steppe et al., 1996). Existe la tendencia a creer que los
organismos diazdtrofos mas importantes en un ecosistema son las
cianobacterias ya que estas pueden combinar tanto la fijacién de carbono
como la fijacién de nitrdégeno (Olson et al., 1999). Sin embargo, estudios
recientes—={Olson ~et” al., 1999) han “Mmostrado por iedio dél analisis
molecular de diversos consorcios de microorganismos, que hay una gran
diversidad de organismos diazétrofos, que incluye bacterias sulfato-
reductoras, sulfato-oxidantes, metancgénicas, fottrofas anoxigénicas y
heterdtrofas (Zehr, 1992). En algunos tapetes microbianos dominados por
la cianobacteria Microcoleus chthonoplastes se ha comprobado que ésta
carece de los genes nif (Olson et al., 1999). Estos autores proponen que en
este tipo de tapete microbiano existe una simbiosis entre las
cianobacterias y bacterias diazétrofas que viven como epifitas en micro
regiones anédxicas, formadas dentro de la capa de exudado mucilaginoso
que recubre los filamentos de M. chthonoplastes; en estas micro regiones
se podria llevar a cabo la fijacién de nitrégeno.

Las cianobacterias se encuentran en una variedad de ambientes,

desde ¢l terrestre hasta el acuatico, tanto continental como marino (Shilo,



1989). Dentro de los ambientes acuéaticos estan presentes en formas libres
como parte del plancton y del bentos asi como en forma simbidtica,
llegando a presentarse en altas densidades en ambientes marinos
(Carpenter & Capone, 1992). Estos organismos llevan a cabo tanto
fotosintesis como fijacién de nitrégeno, con y sin la presencia de
heterocitos (células especializadas para la fijacion de nitrégeno) (Stal,
1988; Gallon & Stal, 1992).

Para poder fijar nitrégeno, las cianobacterias deben de cumplir con
dos condiciones: 1) separar la fijacién de nitrégeno de la fotosintesis
oxigénica y 2} prevenir o limitar la entrada de oxigeno a la célula (Stal,
1995). Las cianobacterias han resuelto esta situacién en tres formas (Stal,
1999):

1} Un grupo de cianobacterias presenta heterocitos, en donde el
fotosisterna II estd ausente y hay anaerobiosis dentro de la célula
{Haselkorn, 1986); esto permite separar espacialmente ambos procesos.

2) Las ciancbacterias que carecen de heterocitos y sin embargo fijan
nitrogeno en condiciones aerobias han encontrado otras alternativas.
Separan temporalmente la fijacibn de nitrégeno y la fotosintesis
oxigénica, fijando nitrégeno de noche y fotosintetizando de dia
{Bergman et al,, 1997}, Otras cianobacterias no-heterociticas que fijan
nitrogeno de dia como por ejemplo Trichodesmium spp., forman
fasciculos. Bergman (1999) propone que existe una separacién espacial

entre los procesos de fotosintesis y fijacién de nitrégeno, ya que células



3)

en donde la nitrogenasa ha sido identificada por medio de
epifluoresencia enzimatica son diferentes a las células que presentan
incorporacién de 14CQa2 , existiendo la posibilidad de una respiracion
mas pronunciada en las células que tienen la nitrogenasa; esta
situacion ha sido expuesta ya que las células con la nitrogenasa tienen
mayor cantidad de citocromo oxidasa.

Otros grupos de cianobacterias fijan nitrégenc en condiciones de
fotosintesis anaerobia, en donde la actividad diazotrofa no esta bien
diferenciada entre el dia y la noche: los mecanismos mediante los
cuales lievan a cabo 'la fijacién de nitroégeno son inuy poco conocidos
(Stal, 1999). La cianobacteria anaercbia facultativa, Oscillatoria
limnetica ha sido estudiada por su capacidad de alternar entre
fotosintesis oxigénica y anoxigénica, fijando nitrégeno en condiciones
anacrobias {(Shahak et al., 1999).

Se ha observado un incremento en la tasa de fijacién de nitrégeno por

cianobacterias con heterocitos en presencia de luz solar, evidenciando Ia

posibilidad de acoplamiento entre este proceso y la fotosintesis. Debido a

la ausencia del fotosistema 1I en los heterocitos, el fotosistema ! no puede

reducir a la ferroproteina de la nitrogenasa; sin embargo, se cree que un

intermediaric del ciclo del acido citrico podria actuar como donador del

fotosistema I, llevando a la reduccion de la ferredoxina, la cual reduce a su

vez a la ferroproteina. Este donador podria ser transportado de las células

vegetativas a las heterociticas. Los monosacéaridos son degradados en



gliceraldehido 3-fosfato, el cual es metabolisado durante la glucélisis y el
ciclo de los acidos tricarboxilicos. Los reductores resultantes, NADH,
NADPH, piruvato e Hz son utilizados como donadores de electrones para la
reduccién de la ferredoxina. Las reacciones entre estos donadores de
electrones y los transportadores de electrones, ferredoxina y flavodoxina,
son llevadas a cabo por enzimas. Algunos donadores de electrones como el
piruvato y el NADPH pueden reducir la ferredoxina en obscuridad, sin
embargo, la reduccion de la ferredoxina por el Hz o el NADH depende del
fotosistema I (Boethe & Neuer, 1988). En formas no-heterociticas, la
nitrogenasa podria ser reducida directamente por la cadena fotosintética
de transporte de electrones (Mayne, 1984).

Las cianobacterias heterociticas estdn mejor adaptadas a
condicicnes de vida diazdtrofas y sin embargo éstas no siempre son las
cianobacterias mas abundantes en la composicién de tapetes microbianos
y estromatolitos (Stal, 1999). Es posible que las cianobacterias
heterociticas sean mas afectadas que las no-heterociticas por la formacion
de sulfuro, como residuo de la actividad de bacterias sulfate-reductoras,
presentes tanto en los tapetes microbianos como en los estromatolitos
(vVillbrandt & Stal, 1996). De la misma forma, el sulfuro inhibe la
fotosintesis oxigénica, favoreciendo asi la fijacién de nitrégeno por
cianobacterias no-heterociticas (Stal, 1899).

Las cianobacterias son estudiadas por su importancia eveolutiva y

ecolégica, asi como por su fisiologia y biologia molecular. Ademas de ser



componentes unicelulares o filamentosos en la columna de agua, llegan a
formar tapetes microbianos y estromatolitos en la periferia y fondos de
CUErpos acuiticos.

Los tapetes microbianos son acumulaciones macroscdpicas
estructuralmente coherentes de microorganismos que forman estratos
laminados (Stal, 1995). Los estromatolitos son tapetes microbianos
litificados por la precipitacion de carbonato de calcio, que constituyen
algunas de las evidencias mas antiguas de la vida sobre la Tierra (Walter et
al.,, 1992); son estructuras organo-sedimentarias que se forman por el

- =-="resultado dé laactividad de comunidades microbianas benténicas (Moore
& Burne, 1995). Las cianobacterias en unidn con otras bacterias y algas,
precipitan carbonato de calcio formando asi los estromatolitos (Krumbein,
1978). Este proceso de precipitacién de carbonato de calcio puede ser el
resultado de la asimilacion del diéxido de carbeno o de un proceso de
union bioquimica del ion calcio (Szulc & Smyk, 1994). La forma de los
estromatolitos depende de su composicion microbiclégica y de factores
ambientales como la variabilidad de la luz (Wharton, 1994).

En ambientes salinos, el crecimiento de los tapetes microbianos
inicia con la colonizacién de ciancbacterias, entre las cuales las formas
filamentosas son las méas abundantes. La materia organica introducida en
la estructura sedimentaria por la actividad fotosintética de las
cianobacterias es utilizada por bacterias heterétrofas y los productos de

esta asimilacion son utilizados por las bacterias sulfato-reductoras; el



sulfato producido puede ser utilizado por las bacterias sulfato-oxidantes y
fotétrofas anoxigénicas (Van Gemerden, 1983). En un sistema de tapete
microbjiano existen muchas interacciones biogeoquimicas entre los
diversos microorganismos del consorcio. El oxigeno producide por las
cianobacterias es utilizado por las bacterias heterotrofas y por las
bacterias sulfato-oxidantes incoloras; sin embargo, el oxigeno inhibe a las
bacterias sulfato-reductoras y a las bacterias metandgenas. El sulfuro
producido inhibe a las cianobacterias fototrofas oxigénicas, a las bacterias
heterotrofas v en cierta medida a las bacterias metandgenas; el sulfuro
favorece a las bacterias sulfato-oxidantes incoloras, purpuras y verdes. El
carbon organico producido por las cianobacterias es utilizado por las
bacterias heterétrofas, metandgenas y sulfato-reductoras (Van Gemerden,

1983) (Fig. 1).

Cianobacterias
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HBfCtF:afs 0: Bacterias Suifato-Oxidantes
eterdtrofas
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[ Bacterias Sulfato-Reductoras |

Figura 1. Interacciones biogeoquimicas en un tapete microbiano (inhibicién™ : sin
tnhibicién = Y}(Van Gemerden, 1983),



La presencia de tapetes microbianos se encuentra generalmente en
regiones de condiciones extremas de salinidad, temperatura o en
ambientes aislados, de tal forma que no haya la presencia de otros
organismos competidores y poca presion de bioturbacién o de herbivoria
{Stal, 1985). La distribucion actual de los tapetes microbianos esta
limitada en gran medida por la depredacién y por la competencia por
espacio con otros organismos; los tapetes microbianos pueden ser
encontrados en suelo, roca, lagos, arroyos, lagunas hipersalinas,
ambientes de elevada temperatura y ambientes marinos (Des Marais,
1995). L S

Como grupo taxonémico, las cianobacterias son conocidas como
habitantes de ambientes que suelen estar sujetos a una intensa radiaciéon
solar, siendo comunmente organismos colonizadores en suelo v roca
(Whitton, 1987}. Para contrarestar los efectos nocivos de la alta radiacién
solar, en especial de los rayos ultravioleta (UV), las cianobacterias han
desarrollado una serie de mecanismos que incluyen: fotorreparaciéon y
reparacién del ADN en la oscuridad, ademas de presencia de carotenocides
fotoprotectores, fototaxis negativa y sintesis de filtros biolégicos para rayos
UV, Aun asi, se ha observado fotoblanqueamiento y fotoinhibicién en
cianobacterias expuestas a radiacién uitravioleta (Garcia-Pichel et al.,
1993}, donde los efectos negativos de ésta son diversos e incluyen a la
fotosintesis, €l crecimiento, la movilidad, la foto-orientacién y la

diferenciacion celular.



Los rayos UV-a (320-400 nm) estan asociados con ia produccién de
compuestos de oxigeno reactivo como 10,, con la peroxidacion de lipidos, el
blanqueamiento de clorofilas, la degradacién de ficobilinas y el dafio a las
unidades D1 y D2 del fotosistema I1. Los rayos UV-b (280-320 nm) inhiben
la actividad de la Rubisco, de la ATP-sintectasa, la sintesis de clorofila a, la
transferencia energética del ficobilisoma a la clorofila a y la fijacion de
nitrégeno (Brenowitz & Castenholz, 1997; Castenholz & Garcia-Pichel,
1997; Holm-Hansen et al.,, 1993); el ADN es un blanco para este tipo de
radiacién (Mitchell & Karentz, 1993).

La scitonemina es un pigmento extracelular con un espectro de
absorcion en las longitudes de onda del UV (280-400 nm), con una
absorciéon maxima in vive de 370 nm. Este pigmento ha sido identificado
en mas de 30 especies de cianobacterias de distintos ambientes (Garcia-
Pichel & Castenholz, 1991). Existe una clase de compuestos incoloros,
solubles en apgua que presentan bandas de absorcion estrechas con
maximos entre los 310 y 360 nm; éstos provienen de una familia de
compuestos conocidos como amincéacidos tipo micosporina (Garcia-Pichel
& Castenholz, 1993). Este tipo de amincacidos ha sido identificado en una
gran variedad de organismos marinos, incluyendo corales, algas y
equinodermos (Karentz et al.,, 1991). Garcia-Pichel & Castenholz (1993)
proponen gue las cianobacterias que presentan aminoacidos tipo

micosporina, adicionalmente a la scitonemina, tendran una proteccién casi



total ante la radiacion UV debido a que ambos compuestos se sobrelapan

en las regiones de absoercion.

Las cianobacterias en la cadena tréfica.- Este grupo de organismos es
sumamente importante en una diversidad de ecosistemas, especialmente
en los sistemas acuaticos, en donde cumplen un papel esencial como
productores primarios e incorporadores de formas reducidas de nitrégeno
(Babu et al., 1998). Sin embargo, las cianobacterias también son conocidas
por producir sustancias téxicas como hepatotoxinas (p.ej. Nodularia
“spumigeria) 'y fieurotoxinas (p.ej. Anabaena sp.) que no sélo son dafinas
para los vertebrados sinc también para los organismos del zooplancton
(Carmichael, 1994).

En muchos casos, las formas reducidas de nitréogeno incorporadas al
sistema por la accién de cianobacterias, no entran a la cadena trofica sino
hasta después de la muerte y descomposicion de las células. Este proceso
de incorporacion al sistema de las formas reducidas de nitrogeno
(principalmente del amoniaco} por medio de la autodlisis del material
biolbgico, es conocido como amonificacién (Postgate, 1978). Es posible que
exista lisis celular por la accion de virus, los cuales estarian colaborando
con la liberacién de nutrientes (C, N, P) al sistema (Thingstad et al., 1993;
Suttle, 1999). Este proceso se llama regeneracién y es el responsable de
aportar del 54 al 94% de las formas reducidas de nitrégeno necesarias

para la produccion primaria en ambientes acuaticos (Suttle, 1999).
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En los lagos, los nutrientes escasean rapidamente después de los
florecimientos de algas o cianobacterias en primavera (zona templada y
tropical) o en invierno (zonas tropicales). El ingreso de nutrientes depende
de los procesos de circulacién del lago, del aporte por rios, de los procesos
de amonificacién a partir de la descomposicién de los organismos y de su
liberacién por el zooplancton. Sin embargo, se ha observado también que
en los sistemas en los que se presentan grandes florecimientos de
ciancbacterias hay una baja abundancia de organismos del zooplancton,
va que no las pueden consumir, debido a su produccién de toxinas (Hobbie

& Fletcher, 1988).
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Area de Estudio

Alchichica es un lago crater que se encuentra en el estado de Puebla
(19°24° latitud N y 97°24" longitud O) a una altitud 2, 345 metros sobre el
niivel del mar {msnm), con una profundidad media de 38.6 m y un area de
1.81 km? {Fig. 2). Ha sido estudiado extensamente en su caracterizacion
fisico-quimica por Alcocer et al. (1993), en sus comunidades limnéticas por

Lugo et al. (1993) y en su funcionamiento por Escobar et al. (1999).
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Figura 2. Sitacion geogrifica del drea de estudio (modificada de Tavera &
Komarek. 1996).



Alchichica presenta un evento de mezcla anual en el invierno que
homogeniza y oxigena la capa profunda. Es un lago salino con valor de
solidos totales disueltos (STD) de 7.2 £ 0.1 gL-!, con limites de temperatura
en el epilimnion entre 14-22 °C.

Se reconocen precipitaciones de carbonato de calcic en la zona
litoral que conforman estromatolitos, compuestos por comunidades de
cianobacterias y otros microorganismos. Tavera & Komarek (1996) han
descrito tres tipos de estromatolitos en este lago, de los cuales son dos los
mas importantes con respecto a su abundancia: el tipo esponjoso y el tipo
columnar. El mas abundante es de tipo esponjoso, irregular-poroso y se
presenta a lo largo de todo el perimetro del lago, desde la superficie hasta
profundidades de 12 m; el segundo tipo de estromatolito es columnar y
ocurre en el primer metro de profundidad solamente, en la region sur del
lago. Estos autores han caracterizado al componente cianobacteriano en
los estromatolitos de Alchichica. Es interesante mencionar que
comparando las especies de cianobacterias que se presentan en este lago
con base en la presencia o ausencia de heterocitos, se encuentra que el
tipo esponjoso presenta cianobacterias con y sin heterocitos, mientras que
el tipo columnar esta formado por una comunidad cianobacteriana carente
de heterocitos.

Para el tipo esponjoso, Tavera & Komadrek (1996) distinguen tres
capas de color. La primera y mas superficial es negra, en donde hay

dominancia de cuatro especies de ciancbacterias Calothrix cf. parietina,

15



Calothrix sp., Entophysalis atrata y Entophysalis sp., ademas de otras
especies que llegan a estar presentes como Leptolyngbya sp. 1 y algunas
diatomeas. En la capa verde intermedia se presentan las cianobacterias,
Chroococcidium cf. gelatinosum, Leptolyngbya sp. 1, Leptolyngbya sp. 2,
Aphanocapsa sp. v Aphanothece sp. La tercera capa, la mas profunda esta
formada basicamente por diatomeas. Para el tipo columnar, los autores no
reconocen una zonacién. Reconocen la presencia de anillos concéntricos
de crecimiento en donde el anillo exterior estda dominado por Entophysalis
lithophila. Los autores senalan asi mismo, un florecimiento, al inicio del
verano, de-la-cianobacteria plancténica Nodularia cf. spumigena, la cual

presenta heterocitos.

Antecedentes.- Si bien el lago crater de Alchichica ha sido estudiado con
diversos enfoques, no existen antecedentes de trabajos sobre la fijacién de
nitrégeno. En México, los estudios de esta naturaleza en ambientes
acuéticos incluyen los trabajos de Bebout (1992} y Stal et al. (1994), en los
tapetes microbianos de Guerrero Negro, BCS.

En el ambito mundial, los estudios de fijacién de nitrégeno en
ambientes acudticos comenzaron a principios del siglo pasado,
identificando organismos diazotrofos en una diversidad de ambientes
{Capone & Carpenter, 1999). La cianobacteria no-heterocitica, plancténica
marina del género Trichodesmium ha sido extensamente estudiada en su

papel como fijadora de nitrégeno en grandes regiones del océano
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oligotrofico (Carpenter & McCarthy, 1975; Carpenter & Price, 1976;
Carpenter, 1983; Capone et al., 1997; Capone et al.,, 1998; Carpenter &
Capone, 1992; Bell et al., 1999). En ambientes benténicos, la fijacion de
nitrégeno se ha estudiado principalmente en tapetes microbianos (Capone,
1983; Mayne, 1984; Stal et al., 1984; Bebout, 1992}, en donde algunos de
estos trabajos incluyen la relacion entre la fijacién de nitrogeno y la
fotosintesis oxigénica (Bebout et al., 1987; Paerl et al, 1989). En
ambientes bentonicos arrecifales, las cianobacterias han sido mencionadas
por su papel como fijadoras de nitrégeno (Larkum, 1999), tanto como
epifitas de rocas (Larkum et al., 1988, Burris, 1976}, como en arena y en

tapetes microbianos (Charpy-Roubaud et al., 1997).

Planteamiento del problema.- Trabajos como el de Escobar et al. (1999)
marcan la pauta para realizar este estudio, ya que al describir las
relaciones tréficas del sistema pelagico a través de isotopia estable,
permitieron reconocer la ausencia de integracién directa de N. cf.
spurnigerna en la trama troéfica.

En Alchichica, la abundancia estacional de la cianobacteria N. cf.
spumigena reconocida por su capacidad de fijar nitrégeno (Carmichael,
1994), y la presencia de estromatolitos vivos, permitié la realizacién de un
estudio sobre la capacidad de fijacion de nitrégeno por ambos tipos de
comunidades de organismos. Siendo un lago monomictico cuyos

nutrientes se encuentran atrapados por debajo de la capa eufética durante
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gran parte del afo, provée un excelente laboratorio natural para evaluar la
incorporacion de formas reducidas de nitrégeno.

Existen antecedentes de la afectacidon negativa de la radiacion UV
sobre la fijacion de nitrégeno en cianobacterias (Brenowitz & Castenholz,
1997, Castenhoiz & Garcia-Pichel, 1997; Holm-Hansen et al., 1993), por lo
que este estudio planted realizar experimentos que permitieran observar
ademas este efecto sobre las cianobacterias diazétrofas de Alchichica. El
que este lago se encuentre en altitud v expuesto a la radiacion UV
incremento el interés por observar la existencia del efecto sobre la fijacion

-~ de nitrogeno por esta radiacion. - e T

Objetivo especifico 1: Cuantificar y describir la tasa de fijacion de nitréogeno
en fil estromatolito esponjoso para un ciclo de 24 horas identificando los
picos de actividad de la nitrogenasa, bajo la hipdiesis 1, en la cual la
fijacién de nitrégeno sera diurna y nocturna al haber cianobacterias tanto
heterociticas como no-heterociticas en la composicién de este
estrematolito.

Objetivo especifico 2: Cuantificar y describir la tasa de fijacién de nitrogeno
en ¢l estromatolito columnar para un ciclo de 24 horas, identificando los
picos de actividad de la nitrogenasa; bajo la hipdtesis 2, en la cual la
fijaciébn de nitrégeno sera nocturna al haber ciancobacterias no-

heterociticas en la composicion de este estromatolito.



Objetivo especifico 3: Cuantificar y describir la tasa de fijacién de nitrégeno
en la cianobacteria N. cf. spumigena para un ciclo de 24 horas,
identificando los picos de actividad de la nitrogenasa; bajo la hipdtesis 3,
en la cual la fijacién de nitrogeno sera maxima durante el dia ya que al ser
una cianobacteria heterocitica, la fotosintesis no afectara negativamente a
la fijacién de nitrogeno.

Objetivo especifico 4: Cuantificar y describir la tasa de fijacion de nitrégeno
en los estromatolitos esponjosoc, columnar y en N. cf. spumigena en
presencia y ausencia de radiacion UV, bajo la hipétesis 4, en la cual la
fijacion de nitrégeno de ambos estromatolitos y cianobacteria de columna
de agua sera afectada negativamente por esta radiacion.

Objetivo especifico 5: Cuantificar y describir la tasa de fijacion de nitrégeno
en los estromatolitos esponjoso y columnar durante los picos maximos de
actividad de la nitrogenasa antes, durante y después del florecimiento de
agua de N. ci. spumigena; bajo la hipétesis 5, en la cual la fijacion de
nitrogeno en ambos estromatolitos disminuira después del florecimiento de
N. cf. spumigena por la incorporacion que realiza ésta de formas reducidas

de nitrogeno al sistema.
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Métodos

La actividad de la nitrogenasa puede ser evaluada mediante dos
métodos: a) incorporacién del isotopo SN y b) reduccion del acetileno en
etileno (Stal, 1988).

Durante este trabajo se utilizdé el método de reduccién del acetileno
expresando ésta como la formacion de etileno (umoles CzHa m2 h-i)
{(Bebout, 1992). Este método es utilizado comunmente en los trabajos de

fijacién de nitréogenc ya que aunque es un método indirecto de estimacién

“de la fijacién de nitrogeno, la reduccion de acetileno en etileno es especifica

para todos los organismos diazotrofos y se desconocen otros mecanismos

biolégicos que puedan llevar a cabo esta reaccion (Stal, 1988).

Método de reduccién del acetileno.- Este método permite medir de forma
precisa la actividad de la nitrogenasa y por lo tanto de la fijacién de
nitrégenc (Bell et al., 1999). De acuerdo con Bebout (1992), se tomd un
cm? de material (estromatolitos) de grosor variable, que incluyd las capas
multiples en donde se encuentran los microorganismos y un ml de agua
con la cianobacteria N. cf. spumigena.

El material se colocé en una botella universal de 58 ml y se
afnadieron 20 ml de agua del lago no fiitrada. Previamente se produjo el
acetileno en ¢l laboratorio, a partir de la reaccién del carbure de calcio con

agua. Se inyectaron cinco mi de acetileno en la botella, formando burbujas
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con el agua ya que es recomendado tener un volumen de acetileno
superior al 10% de la fase gaseosa (Stal, 1988). Las incubaciones fueron de
seis horas, que es el tiempo recomendado para este tipo de experimento
{Stal, 1988). Al término de seis horas de incubacién se extrajeron diez ml
de gas, el cual se almacend en frascos VACUTAINER de 10 ml sellados al
vacio. El analisis de gases por cromatografia se realizd en el Centro de
Investigacién sobre Fijaciéon de Nitrogeno de la UNAM.

La cromatografia de gas es un método de separacion de compuestos
que se encuentran en la fase gaseosa. Las muestras de gas son
introducidas en el cromatografo de gases a través del inyector, €l cual
transporta la muestra hacia la fase moévil de la columna de separacion. La
muestra gaseosa sale de la columna a través de un detector (Rouessac,
1992).

El cromatografo de gas utilizado fue un Varian 3300, equipado con
una columna de acero inoxidable Porapak de 2 m, con diametro externo de
0.32 cm; el integrador fue un Varian 4290, El detector es de ionizacién de
flama, es decir que la corriente gaseosa proveniente de la columna de
separacion llega a una flama alimentada por un flujo de hidrégeno y aire.
La combustién separa la muestra gaseosa en iones y particulas cargadas
que provocan una corriente idnica entre los electrodos que soportan la
flama. La corriente es transformada por un electrémetro en una tensién

que preduce la sefal que es registrada por el integrador. La tension
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generada es funcién de la masa de atomos de carbono presentes en la

molécula detectada (Rouessac, 1992).

Obtencion de datos prellminares y montaje de la técnica.- Se llevaron
a cabo experimentos de medicion de la tasa de formacion de etileno en dos
tapetes microbianos en Guerrero Negro, BCS en diciembre de 1998. Uno
de los tapetes se caracterizé por la predominancia fen el consorcio de
microorganismos) de la cianobacteria Lyngbya sp. y el otro tapete por la
predominancia de la cianobacteria Calothrix sp. Ambos tapetes se
=—=-= -—caraclerizaron in situ por R. Castenholz y B. Bebout. Los intervalos-de
incubacion de las muestras fueron los reportados por Bebout {1992} como
de mayor actividad de la nitrogenasa. Durante estos experimentos se

trabajé en ausencia y presencia de radiacion UV.

Alchichica, Puebla.
Disesio experimental.- Este implicé tres fases:

1) Recolecta del material.
2} Incubacidén y tratamientos con y sin radiacién UV.

3) Experimentacién y obtencién de datos.

1) Las muestras de cada tipo de estromatolito se recolectaron
manualmente en la zona litoral durante los tres periodos de
experimentacion. Las muestras de N, c¢f. spumigena se recolectaron

manualmente de columna de agua durante el periodo de florecimiento
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utilizando botellas de plasticc (Fig. 3a, b y ¢). El material fue

transportado en agua del lago al laboratorio.

Figura 3. a) estromatolito esponjoso, b) estromatolito columnar v ¢) florecimiento de V. cf.

spumigeno (fotografias por L. Falcon), d) tricomas de de N cf. spumigena (fotografia
tomada de Tavera & Komarek, 1996),

2} Las incubaciones y experimentacion se llevaron a cabo en la Ciudad de
México la cual tiene una altitud media de 2,200 msnm por lo cual se
asumié que la radiacion UV no seria distinta a la encontrada en el lago
crater de Alchichica, Puebla; sin embargo, la radiacion UV no fue
medida en ninguna de las dos localidades. Las muestras se colocaron
en recipientes transparentes con agua del lago no filtrada. Las
incubaciones se llevaron a cabo en presencia y en ausencia de
radiacién UV, En presencia de radiacion UV, las muestras se incubaron
directamente a la luz solar durante 12 horas y posteriormente a lo largo

de los experimentos de reduccién de acetileno. Para evitar la incidencia

2
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de ésta radiacion sobre las muestras, se utilizé un filtro Lee # 266 opaco,

que evita el paso del 90% de la radiacién por debajo de los 390 nm. Las

muestras fueron incubadas durante 12 horas bajo este filtro antes de llevar

a cabo la medicién de la actividad de la nitrogenasa, continuando a lo largo

de los experimentos de reduccion de acetileno. Todas las muestras fueron

incubadas juntas, es decir que las condiciones de insolacién no variaron

entre éstas.

3)

a)

b)

Los experimentos se realizaron durante tres periodos en el afio de 1999:

Antes del florecimiento en columna de agua de N. cf. spumigena

(matzé).- En marzo se trabajo Tinicamente con los estl-omatolitos dada la
ausencia de N. cf. spumigena en la columna de agua. Los experimentos se
realizaron para obtener datos de actividad de la nitrogenasa en un ciclo
de 24 horas, tanto en presencia como en ausencia de radiacion UV. Los
intervalos de experimentacién fueron: 0-6; 6-12; 12-18 y 18-24 horas, al
final de los cuales se suspendio la incubacidén y se tomé la muestra de 10
ml de gas de cada dispositivo experimental. Se buscé identificar los picos
de actividlad maxima de la nitrogenasa como en los experimentos
preliminares realizados en Guerrero Negro, BCS a partir del método de
Bebout (1992).

Durante el florecimiento {(mayo).- Se trabajé con los estromatolitos
unicamente en los picos de actividad méaxima de la nitrogenasa (Bebout,
1992). Se realizé un ciclo de 24 horas para N. cf. spumigena tanto en
presencia como en ausencia de radiacién UV para los intervalos

considerados anteriormente.
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c) Después del florecimiento (julio).- Se trabajé uinicamente con ambos
estromatolitos para los intervalos de actividad méxima de la nitrogenasa.
Durante cada intervalo de experimentacién se trabajo con cuatro réplicas

por estromatolito y por tratamiento de radiacién UV. En cada intervalo se

incluyeron tres blancos por tipo de estromatolito, en presencia de radiacién

UV, a los cuales no se les agregd acetileno para observar la formacién

natural de etilenno. Se hicieron tres blancos de agua sin acetileno por

intervalo de experimentacion (tabla 1). En el caso de produccién de etileno
en los blancos de agua, se procedié a restar este valor de los valores de los

experimentos realizados durante ese intervalo.

Tabla 1. Réplicas (n) utilizadas por intervalo de experimentacién para el estromatolito

esponjoso (EE), columnar (EC) y blancos.

EE EC blancos
n Con UV Sin UV Con UV Sin UV Sin C;H,: Agua
EEyEC
Con UV
4 4 4 4 3y3 3
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Obtencion de unidades de etileno (umoles de CzHs m=2 hil)- La
transformacion de los valores de area balo la curva de etileno a pmoles de

CaH4a m2 h'! se llevd a cabo aplicando la ecuacion de Bebout (1992):

((valor de drea bajo la curva de etileno (uV) * 7.297§7~ —ﬁ(}lV L-'p-
¢0.005058)*(velumen de aire en 1a botella universal (L"))*(1/drea (m™))*
{t/horas de incubacion) {2)

En donde 7.2978776 es la pendiente y 0.005058 es la ordenada al
origen, ambas se calcularon por Bebout (1992). El valor de la pendiente
(nV L-}} fue generado a partir de mitiples lecturas en un cromatografo de
gases,-de un volumen de etileno-puro diltido én una botella universal de
volumen conocido; el area bajo la curva en pV eguivale a un volumen de
etileno a partir del cual se obtiene la cantidad de etileno en moles a partir
de la ley de los gases perfectos. Al normalizar nuestros datos para un m2 y
una hora, obtenemos las unidades de cantidad de moles de CaHa por metro

cuadrado y por hora.

Andlisis de datos.- Los valores obtenidos fueron analizados mediante
graficos, pruebas de T y ANOVA para reconocer diferencias (p<0.03) &
similitudes. La significancia de las tendencias se evalué por medio del
programa estadistice Statistica version 5. Cada estromatolito v la N. cf.
spumigena fueron analizados de forma independiente debido a que cada
consorcio dc microorganismos al igual que la cianobacteria plancténica

muestran diferencias en su biologia.
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Resultados

Antes del florecimiento de N. cf. spumigena {marzo).

Estromatolito esponjoso (ciclo de 24 hrs) (Fig. 4a).

a) Ausencia de radiacién UV.- Los valores de formacion de etileno

b}

estuviercn entre 2.15 y 55.71 pmoles CaHa m2 h-!, Los valores maximos
se observaron en los intervalos de incubacién de 6-12 hrs (17 + 5.7
nmoles CoHa m2 h-!) y de 12-18 hrs (36.8 £ 16.5 umoles CoHa m-2 h-t).
Ambos valores de formacion méaxima de etileno mostraron diferencias
significativas (p<0.05) con los valores de los otros intervalos, [6-12 hrs
(p = 0.0063) y 12-18 hrs {p = 0.0249)].

Presencia de radiacion UV.- Los valores de formacion de etileno
estuvieron entre 0.63 y 25.72 umoles CyHs m?2 h-!. Durante este
tratamiento se observaron valores maximos de formacion de etileno en
los mismos tiempos que en el tratamiento anterior, de 6-12 hrs (18.8 +
9.7 pmoles C2He m2 h-l) y 18 + 3.5 umoles C2Hs m2 h-! de 12-18 hrs.
Se presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre los valores de 6-
12 hrs (p = 0.0347) y 12-18 hrs (p = 0.0021) con los valores de los otros
intervalos.

Los valores de la fijacion de nitrégeno para el estromatolito esponjoso

se sintetizan en la tabla 2.
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Figura 4a. Tasas de produccion de C;Hs (media y d.e) (umoles m™ h'), para el

umoles C2H4 m-2 h-1

estromatolito esponjoso-a lo“largo de un ciclo de 24 horas, en ausencia (m) y presencia (o)
de radiacion UV.

Estromatolito columnar (ciclo de 24 hrs) (Fig. 4b),

a} Ausencia de radiacion UV.- Los valores de formacién de etileno
estuvieron entre 0.52 y 47.19 umoles C;Hs m=2 hlt. Se observaron
valores maximos para los intervalos de incubacién de 6-12 hrs con 6.8
+ 2.5 umoles CoHa m2h! y 12-18 hrs con 33.1 + 15.4 umoles CoHs m-2
h-l. Ambos valores de formacion maxima de etileno mostraron
diferencias significativas (p<0.05) con los valores de los otros intervalos,
{p=0.0012) de 6-12 hrs y (p = 0.0001) de 12-18 hrs.

b} Presencia de radiacion UV.- Los valores de formacién de etileno
estuvieron en el rango de 0.24 a 20.26 upmoles C2Hs m2 h-!, Durante

este tratamiento se observaron valores maximos de formacion de etileno
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en los mismos tiempos que en e] tratamiento anterior, de 6-12 hrs (8.9
* 4.5 pmoles CoHs m2 h!) y 14.3 + 6.3 pmoles C2Hs m2 h-! de 12-18
hrs. Se presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre los valores
de 6-12 hrs (p = 0.0016) y 12-18 hrs {p = 0.0002) con los valores de los
otros intervalos.

Los valores de la fijaciéon de nitrégeno para el estromatolito columnar se

sintetizan en la tabla 2.
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Figura 4b. Tasas de produccién de C,H; (media y d.e)) {(umoles m? h'"), para el

umoles C2H4 m-2 h-1

(=]

estromatolito columnar a lo largo de un ciclo de 24 horas, en ausencia (@) y presencia (o)
de radiacion UV.
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Tabla 2. Tasas de produccién de C;Hs {(umoles m? h') para un ciclo de 24 horas en

estromatolitos esponjoso (EE} y columnar (EC), para tratamiento sin UV (sin UV), con UV

(UV), blancos de acetileno y blancos de agua (sin C;Ha).

intervalos | réplica EE EC blancos
agua
UV  sinUV  sin GH, UV sinUV sin C;H,

24-6 1 4.75 13.23 137 2.59 3.75 0 0
24-6 2 429 5.91 321 4.71 1.18 0 0
24-6 3 2.16 7.44 4.40 * 4.22 0 0
24-6 4 7.08 9.2] 1.91 1.97
6-12 i 4.49 17.71 0 5.76 3381 0 0
6-12 2 2293 15.58 0 6.79 6.13 0 0
6-12 3 2572 24.15 0 15.57 7.46 0 0
6-12 4 22.06 10.43 7.68 9.86
12-18— Lo 1638 18:53-— 0= — - 12,03 23:27 0 6.42
12-18 2 2230 28.50 0 6.42 16.65 0 0.55
12-18 3 14.25 4434 0 20.26 45.38 0 0
12-18 4 19.17 55.71 18.38 47.19
18-24 1 1.02 235 1] 0.86 0.54 0 0.55
18-24 2 1.66 2.15 0 0.82 1.03 0 0.11
18-24 3 1.12 6.88 0 0.24 0.52 0 0
18-24 4 0.63 233 2.36 0.76

* ge perdid la muestra
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H.  Durante el florecimiento de N. cf. spumigena (mayo).

N. cf. spumigena (ciclo de 24 hrs) (Fig. 4¢).

a} Ausencia de radiacién UV.- Los valores de formaciéon de etileno
estuvieron entre 12.47 y 92.91 pmoles CzHs4 m2 h'l. Se observé un
incremento de los valores de formacién de etileno con un maxime en el
intervalo de 18-24 hrs de 78.9 + 12.1 pmoles C2Hs m-2h-1, Se observa
(Fig. 4c) que los intervalos son diferentes entre si (p<0.05).

b) Presencia de radiacion UV.- Los valores de formacién de etileno
estuvieron entre 4.72 y 45.95 pmoles Cz2Hs m? h-l. Durante este
tratamiento se observé un patron de formacion de etileno, con valores
maximos en el intervalo de 18-24 hrs (36.2 £+ 9.3 umoles C2Hs m2 h-1);

con diferencias con los valores de los otros intervalos {(p=0.0088).

00
ac

&0

“’ | |

20
] 9 5

a

umoles C2H4 m-2 h-1
—a—

0-6 6-12 12-18 18-24
horas

Figura 4c. Tasas de produccion de CzHs (media y dee.) (umoles m™? h™"), para Necf.

spumigena a lo largo de un ciclo de 24 horas, en ausencia (w) y presencia (0) de radiacién
Uv.
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Los valores de fijacion de nitrégeno para N. cf. spumigena se

sintetizan en la tabla 3.

Los valores obtenidos para ambos estromatolitos durante este

periodo, corresponden Unicamente a los intervalos que presentaron los

valores maximos de fijacion de nitrogeno a las 6-12 hrsy 18 -24 hrs.

Estromatolito esponjoso {Fig. Sa).
al Ausencia de radiacién UV.- Los valores de formacién

estuvieron entre 16.95 y 24.55 pmoles CoHs m2 h-1,

b} Presencia de radiacién UV.- Los valores de formacién

estuvieron entre 4.92 y 21.43 pmoles CoHa m2 h-1.

Estromatolito columnar (Fig. 5b).

a) Ausencia de radiacion UV.- Los valores de formacién
estuvieron entre 15.18 y 29.56 pmoles Cz2Hq m2 h-4,

b) Presencia de radiacion UV.- Los valores de formacion

estuvieron entre 10.87 y 19.65 umoles C2Hqs m-2 h-!.

de

de

de

de

etileno

etileno

etileno

etileno

Los datos de fijacidon de nitrogeno para ambos estromatolitos se

muestran en la tabla 3.
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Tabla 3. Tasas de produccién de CyHs (umoles m™? h') para un ciclo de 24 horas en M. ¢f.

spumigend, asi como para los intervalos de 6-12 hrs y 12-18 hrs en los estromatolitos

esponjoso (EE) v columnar (EC), para el tratamiento sin UV (sin UV) y con UV (UV),

blancos de acetileno y blancos de agua (sin C;Hz).

intervalos| réplica EE EC Nodularia cf. blancos
spumigena agua
UV Sin sin UV sinUV  sin UV  sinUV  sin
uv  CH, C;H, C,H,

24-6 1 548 1518 0 0
24-6 2 472 1247 0 0
24-6 3 586 1590 0 0
24-6 4 567 16.55

6-12 1 9.7 * 0 (1484 1518 0 1876 2597 0 0
6-12 2 492 1724 0 | 1142 2489 0 1532 2647 O 0
6-12 3 691 2455 0 |1538 1889 0O 1572 2295 0 0
6-12 4 12.18 16.95 11.98 2061 10.05 21.48

12-18 ) 13.22 2358 0 |[11.36 2956 0O 1136 398 ¢ 0
12-18 2 1265 2134 0 |1346 2133 0 10.00 5506 © 0
12-18 3 2143 1967 0 [10.87 1565 O 13.59  52.9i 0 0
12-18 4 16.75 18.78 19.65 2225 8.56 49.14

18-24 t 4595 66.13 O 0
18-24 2 30.18 B462 O 0
18-24 3 42.14 7198 0 0
18-24 4 2639 9291

* se perdio la muestra
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III. Después del florecimiento de N. cf. spumigena (julio).
Durante este periodo, los valores de fijacion de nitréogeno para cada
estromatolito e¢n ambos tratamientos de radiacion UV corresponden

anicamente a los intervalos de 6-12 hrs y 12-18 hrs.

Estromatolito esponjoso (Fig. 5a).
a) Ausencia de radiacién UV.- Los valores de formacién de etileno
estuvieron entre 3.66 y 21.77 pmoles C2Ha m=2h-1.

b) Presencia de radiacién UV.- Los valores de formacién de etileno

esfua?c;n VE:I'II_I.‘E 1’}2 y 19.16 -}-L_Iﬁolcsﬁéﬂ-l‘, };-2 h-i:
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Figura Sa. Tasas de produccién de C,Hs (media y d.e) (umoles m? h'), para el

umoles C2H4 m-2 h-1

10

estromatolito esponjoso en los intervalos de 6-12 hrs y 12-18 hrs; en ausencia (sélidos) y

presencia (blancos) de radiacién UV: marzo (e,0), mayo {m,0) y julio ( &,A).
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Estromatolito columnar (Fig. 5b}.

a} Ausencia de radiacion UV.- Los valores de formaciéon de etileno
estuvieron entre 1.62 y 5.08 pmoles C2Hs m2h-1.

b) Presencia de radiacién UV.- Los valores de formacion de etileno

estuvieron entre 3.13 y 13.68 ymoles CzHq m2h-1.

40

30

20 * %

10 <}:,§ H‘

&

umoles C2H4 m-2 h-1

812 12.18
horas
Figura 5b. Tasas de produccién de CyHy (media y d.e.) (umoles m™ h™), para el

estromatolite columnar en los intervalos de 6-12 hrs y 12-18 hrs; en ausencia {s6lidos) y

presencia (blancos) de radiacion UV: marzo (e,0), mayo (m,0) y julic (A ,A).

Los valores de fijacion de nitrégeno para ambos estromatolitos se

muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Tasas de produccién de CoH, (umoles m™h'') para los intervalos de 6-12 hrs y 12-

18 hrs en los estromatolitos esponjoso (EE) y columnar (EC), para el tratamiento sin UV

(sin UV} y con UV (UVY; blancos de acetileno y blancos de agua (sin C;H,).

intervalos iréplica EE EC blancos
agua
uv sinUV  sinC;H, |UV sin UV sin C;H;

6-12 1 19.16 13.33 0 9.05 1.63 0 0
6-12 2 1.72 4.39 0 1131 3.03 0 0
6-12 3 3.53 7.49 0 546 3.56 0 0
6-12 4 597 5.76 13.68 1.62

12-18 i 241 3.66 ¢ 529 2.18 0 0
12-18 2 477 7.46 0 313 5.08 0 0
12-18 3 8.34 7.85 i} 7.20 2.87 0 0
12-18 4 1.92 2177 7.59 193

Analisis de resultados.- Las diferencias o similitudes significativas (p<

0.05)

entre

la actividad diazétrofa diurna y nocturna de ambos

estromatolitos (marzo} y N. cf. spumigena (mayo) durante los ciclos de 24

horas de produccion de etileno se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Actividad diazotrofa (umoles C;Hs m? h'') diurna (D) y nocturna (N), en

estromatolitos esponjoso (EE), columnar (EC) y N. cf. spumigena, para tratamientos con
UV (UV) y sin UV (sin UV); [media (x) y d.e.].

uv sin UV
‘ D(xtde) N(xtd.e) \ p (<0.05) D (x +de) N (xtd.e) p (<0.05)
EE 184+6.7 28123 0.0000 2681156 6.2+39 0.0029
EC 11,658 1L.7£1.5 0.0003 200174 20+15 0.0105
N cf. spumigena | 129+3.5 20.8+£17.5 0.2132 367142 47.0%35.1 0.4567
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Los resultados mostrados en la tabla 5, rechazan la hipétesis 1, en
la cual se esperaba que la tasa de fijacién de nitrégeno seria diurna y
nocturna para el estromatolito esponjoso, ya que éste tiene una actividad
diazétrofa diurna, tanto en presencia (p=0.0000) como en ausencia
(p=0.0029) de radiacion UV. Asi mismo, se rechaza la hipdtesis 2, en la
cual se esperaba una actividad diazétrofa nocturna para el estromatolito
columnar, ya que éste presenta una actividad diazdtrofa diurna tanto en
presencia {p=0.0003) como en ausencia {p=0.0105) de radiacién UV. La
hipotesis 3, en la cual se esperaba una actividad diazétrofa diurna para N.
cf. spumigena se rechaza, ya que ésta no presentd diferencias entre la
actividad diazétrofa diurna y nocturna, en presencia (p=0.2332} y ausencia

(p=0.4567) de radiacién UV,

Para analizar el efecto de la radiacién UV sobre la actividad
diazdtrofa de ambos estromatolitos asi como de la cianobacteria de
columna de agua, se consideraron todos los resultados obtenidos para las
tres series de experimentos (marzo, mayo y julio) para los estromatolitos y

el de mayo para N. cf. spumigena, (tabla 6).
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Tabla 6. Actividad diazétrofa (umoles C;Hs m? h'') para tratamientos de radiacién UV en

estromatolitos esponjoso (EE), columnar (EC) y N. cf. spumigena; jmedia (x) y d.e.].

xtde | p(<0.0%)
EE 99179 0.0523
EC 87+58 0.2806

N. cf. spumigena | 1681129 0.0019

Con base en los resultados indicados en la tabla 6, se rechaza la
hipbtesis 4, en la cual se esperaba una afectacion negativa sobre las tasas
de formacién de etilenc durante ambos tratamientos de radiacion UV en

los estromatolitos esponjoso (p=0.0523) y columnar (p=0.2806); se acepta

para el caso de la N, cf. spumigena (p=0.0019), ya que presenta diferencias
significativas entre los valores de fijacién de nitrégenc en presencia y

ausencia de radiacion UV.

Las diferencias o similitudes (p<0.05) en las tasas de fijacién de
nitrogeno en los estromatolitos esponjoso y columnar antes, durante y
después del florecimiento de N. cf. spumigena, para ambos tratamientos de

radiacion UV se muestran en la tabla 7.
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Tabla 7. Actividad diazétrofa (pmoles C;Hy m? h'') antes (marzo), durante (mayo) y

después (julio) del florecimiento de N. cf. spumigena para tratamientos con UV (UV) y sin

UV (sin UV) en estromatolitos esponjoso {(EE) y columnar (EC); [media (x) y d.e.].

uv sin UV
Marzo Mayo Julio p (<0.05) Marzo Mayo Julio p (<0.05)

(xtds) | (xtds) | (xtds) (x +d.s.) (x + d.s.) (x +d.s.)

184+6.8|122+53 | 60157 [ AvsDu{0.0542) [26.8+15.6[ 17877 9.0£6.0 A vs Du (0.0602)
A vs De (0.0344) A vs De (0.0018)
Du vs De (0.0235) Du vs De (0.0405)

116+58) 136129 | 78+34 | AvsDu(0.5466) | 20.0+174 | 21.04+4.7 23x1.2 A vs Du (0.3982)
A vs De (0.0487) A vs De (0.0388)
Du vs De (0.0216) Du vs De (0.0028)

Los resultados mostrados en la tabla 7 permiten aceptar la hipotesis

5, en la cual se esperan diferencias significativas {(p<0.035) para las tasas de

fijacidn de nitrégeno de los dos estromatolitos para ambos tratamientos de

radiaciéon UV, antes y durante vs después del florecimiento de la

cianobacteria en columna de agua. No hay diferencias significativas para

los valores de produccidn de etileno de ambos estromatolitos en los dos

tratamientos antes y durante el florecimiento de la cianobacteria.
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Discusion

El lago crater Alchichica constituye un ecosistema \inico en cuanto a
sus caracteristicas fisicoquimicas como biologicas, que permiten la
presencia de formaciones estromatoliticas y del florecimiento estacional en

columna de agua de N. cf. spumigena (Tavera & Komarek, 1996).

Ciclos de 24 horas.- Los patrones de fijacion de nitrégeno encontrados

para ambos estromatolitos asi como para la cianobacteria planctonica,

reflejan las caracteristicas peculiares de cada uno de estos consorcios de

microorganismos, lo cual nos lleva a enriquecer nuestra visiébn de la
ecologia de este ecosistema. Segun Stal (1999}, existen tres patrones de

tipicos de actividad de la nitrogenasa en tapetes microbianos (Fig. 6).

| SE———— |
0 6 12 18 24

Figura 6. Patrones de fijacion de nitrgeno en un ciclo de 24 horas, a) cianobacterias
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heterociticas, b) cianobacterias no-heterociticas fotétrofas aerobias y ¢) cianobacterias no-

heterociticas fotétrofas anaerobias (Segtin Stal, 1999).
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Comparando nuestros resultados con los patrones propuestos por
Stal (1999} observamos que la actividad de la nitrogenasa en el
estlromatolito esponjoso se aproxima al tipo heterocitico (Fig. 6 a). Sabemos
por la descripcién de Tavera & Komarek (1996), que este estromatolito esta
constituido por cianobacterias heterociticas y no-heterociticas. La ausencia
de actividad nocturna de la nitrogenasa coincide con el patrén propuesto
por Stal (1999) para actividad diazotrofa por cianobacterias heterociticas.

El estromatolito columnar presenté un patrén de actividad de la
nitrogenasa comparable con el propuesto por Stal (1999) para
cianobacterias heterociticas (Fig. 6 b) sin embargo, Tavera & Komarek
(1996) indican que al interior de este estromatolito no hay cianobacterias
heterociticas. Dentro de los consorcios de cianabacterias y bacterias que
forman tapetes microbianos y estromatolitos se han identificado diversos
organismos diazétrofos ademas de las cianobacterias (Paerl et al., 2000).
Es posible que la actividad diazdtrofa diurna en ausencia de cianobacterias
heterociticas se deba a la accidon de bacterias suifato-oxidantes fototrofas
anaerobias; a la actividad de bacterias metandgenas o heterdtrofas que
ocupen nichos andxicos dentro del consorcio (Steppe et al., 1996; Olson et
al., 1999; Paerl et al., 2000).

La actividad diazétrofa de las cianobacterias no-heterociticas
fototrofas aercbias y anaerobias es poco conocida. Se ha propuesto que en
tapetes microbianos y estromatolitos, la presencia de sulfato-reduccion

inhibe la fotosintesis aerobia, favoreciendo la fijacién de nitrogeno diurna
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por cianobacterias no-heterociticas fototrofas anaerobias (Stal, 1995; Stal,
1999}, las cuales son menos afectadas por el sulfuro que las
cianobacterias heterociticas (Castenholz, 1976). De hecho, existen dentro
de estos consorcios de microorganismos, bacterias diazo6trofas sulfato-
oxidantes fototrofas anaerobias (Shahak et al., 1999), Stal (1995) senala la
posibilidad de que la fotosintesis anoxigénica esté acoplada a la fijacion de
nitrogeno a través de la cadena respiratoria para la obtencién de
equivalentes reductores. Es posible que la proteccion de la nitrogenasa en

las formas no-heterociticas se presente como propone Postgate (1978).

Esta se explica por la formacién de regiones con microanaerobiosis,
mediante el agrupamiento de células en colonias, en donde la fotosintesis
se lleva a cabo en la periferia y la fijacidn de nitréogeno al centro. Es
importante sefialar que al interior de este tipo de consorcios, hay diversos
microorganismos diazétrofos, los cuales podrian estar fijando nitrégeno en
micro regiones anoxigénicas del consorcio (Paerl et al., 2000).

Las cianobacterias heterociticas muestran una clara dependencia
entre la actividad fotosintética y la fijjacion de nitrogeno. E! heterocito
depende de las células vegetativas que le aportan tanto equivalentes
reductores como moléculas aceptoras de las formas reducidas de nitrégeno
{Stal, 1995).

La actividad de la nitrogenasa en N. cf. spumigena presenté un pico
de actividad maximo a la media noche. Los modelos reconocidos por

Vanderhoef et al. (1975) sugieren que cianobacterias diazdtrofas
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heterociticas plancténicas podrian presentar una afectacién en su
actividad provocada por la incidencia de altas radiaciones durante el dia,
fijando nitrogenc por la noche. En la oscuridad, la fijacién de nitrégeno
puede estar favorecida debido a la acumulacién diurna de moléculas
aceptoras de formas reducidas de nitrégeno, asi como de equivalentes
reductores (Stal, 1995). Es importante recalcar que durante estos
experimentos, el agua del lago crater no fue filtrada, es decir que tal vez
exista la presencia de otros microorganismos diazétrofos en la columna de
agua como fue reportado por Zehr (1992) para ambientes oceanicos.

Los resultados encontrados en este trabajo muestran la importancia
de enfocar los estudios de fijjacion de nitrogeno no solamente en las
cianobacterias del consorcio; es posible que la respuesta a las preguntas
aqui expuestas pueda ser encontrada en el analisis de otros
microorganismos diazétrofos (p.ej. bacterias metandgenas, sulfato-

oxidantes, sulfato-reductoras, heterétrofas).

Radiaciéon UV.- La reduccion de la capa de ozono estratosférico y el
aumentec resultante en la radiacién UV en la atmodsfera afectan
negativamente la producciéon primaria plancténica (Smith et al., 1992).
Babu et al. (1998) han mostrado que esta radiacién provoca una
disminucién en la biomasa y concentracion de clorofila de cianobacterias,
e indican que esta situacion podria afectar negativamente a la fijacion de

nitréogeno.
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En este trabajo se observé que la actividad diazétrofa de N, cf.
spumigena fue afectada significativamente por la radiacion UV,
disminuyendo 2.5 veces en presencia de esta radiacion. Las -tasas de
fijaciéon de nitrégeno no fueron significativamente diferentes entre ambos
tratamientos de radiaciéon UV para las dos formas estromatoliticas, sin
embargo se observd que al quitar esta radiacién, la actividad diazétrofa
aumentd de 0.4-1.7 veces. Los experimentos realizados en dos tapetes
microbianos de Guerrerc Negro, BCS mostraron un aumento de la fijacién

de nitrégeno de 2.5 veces en el tapete dominado por Lyngbya sp. y de 1.9

" veces en el tapete dominado por Calothrix sp. en ausencia de radiacién UV.

Es posible que la estructura carbonatada de los estromatolitos
proteja a las células de la incidencia de la radiacién UV, mientras que
tanto la cianobacteria de columna de agua como las cianobacterias en los
tapetes microbianos estdn expuestas directamente a esta radiacion. La
complejidad estructural de los consorcios estromatotiticos (Des Marais,
1995) podria ser otro factor que amortigiie el efecto nocivo de la radiacion
UV. Castenholz et al. (1994), Garcia-Pichel & Castenholz (1994) y Bebout
& Garcia-Pichel {1995) indican que cianobacterias expuestas a radiacion
UV pueden migrar hacia el interior del tapete microbiano, situacién que se
podria presentar en los estromatolitos para proteccién de las células ante
esta radiacion. La presencia de pigmentos protectores a la radiacion UV
como la scitonemina o los aminoacidos tipo micosporina {(Garcia-Pichel &

Castenholz, 1991) podria encontrarse en la composiciéon de ambos
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consorcios estromatoliticos al igual que en la ciancbacteria de columna de

agua,

Variaciones estacionales: antes, durante y después del florecimiento
de N. cf. spumigena.- El proceso de fijacién de nitrégeno en el lago crater
Alchichica presentd6 variaciones temporales en ambas formas
estromatoliticas, en relacién con el florecimiento de N. cf. spumigena. Es
posible que durante el florecimiento de esta cianobacteria en la columna
de agua haya aumentado la concentracién de formas reducidas de
nitrégeno (amonio y amoniaco) a partir de su actividad diazétrofa. Como
las cianobacterias pueden obtener el amonio y amoniaco por absorcion
cuando estos nutrientes no son limitantes en el sistema (Stal, 1995}, las
cianobacterias presentes en ambos tipos de estromatolitos podrian haber
estado obteniendo estas formas reducidas de nitrégeno durante el
florecimiento de la ciancbacteria en columna de agua. Stewart et al. (1975)
mostraron que las concentraciones intracelulares de amoniaco son un
factor que regula la actividad de la nitrogenasa, por lo que la disminucién
en la actividad diazdtrofa en ambos estromatolitos después del

florecimiento puede estar asociada a este factor.

Comparacion con otros ambientes de estudio.- Los valores obtenidos en
este estudio incluides a la tabla 8 consideran solamente aquellos en

presencia de radiacién UV, ya que no hay otros estudios que hayan
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trabajado directamente con la influencia de esta radiacién sobre la fijacién
de nitrogeno en estromatolitos o florecimientos de cianobacterias en
columna de agua. La tabla 8 incluye solamente algunos de los miiltiples
valores que han sido generados en la investigacion sobre fijacion de

nitrégeno en ambientes acuaticos.

Tabla 8. Valores de fijacion de nitrogeno en tapetes microbianos, estromatolitos y
florecimientos en columna de agua generados por cianobacterias en diversos ambientes: a)

benténico marino, b} benténico limnético, c) pelagico marino, d) pelagico limnético.

U U [ e -==: - ——rumoles CoHi m™ H

Bebout et al. (1987): | (a) Tapete microbiano dominado por Lynghva aestuarii, Microcoleus 11
chtonoplastes, Phormidium spp. (Carolina de! Norte, EUA)
{cianobacterias no-heterociticas)

Bebout et al. (1993): | a) Tapete microbiano dominado por Microcoleus chthonoplastes, 175
Lyngbya sp., Oscillatoria sp. (Carolina del Norte, EUA)
Lyngbya sp. aislada del consorcio {cianobacterias no-heterociticas) 15

Stal et al. (1994): a) Tapete microbiano dominado por Lyngbya sp. (Guerrero Negro, 190
BCS, México) (cianobacteria no-heterocitica)

Stal (1999): a) Tapete microbiano dominado por QOscillatoria sp. (isla de Texel, 20
Holanda) (cianobacteria no-heterocitica)

Este estudio: b} Estromatolito esponjoso (cianobacterias heterociticas y no- 10
heterociticas)
b} Estromatolito columnar (Alchichica, Puebla, México) (cianobacterias 9
no-heterociticas)
a) Tapete microbiano dominado por Lynghya sp. (cianobacteria no- 42
heterocitica)
a) Tapete microbiano dominado por Calothrix sp. (Guerrero Negro, 0.6
BCS, México) (cianobacteria heterocitica)

Carpenter & ¢} Trichodesmium sp. (Océano Atlantico Norte) (cianobacteria no- 22

Romans (1991): heterocitica)

Este estudio: d} . cf. spumigena (Alchichica, Puebla, México) (cianobacieria 17
heterocitica)

La mayor parte de los consorcios de microorganismos benténicos

indicados en la tabla 8 estan compuestos por cianobacterias no-
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heterociticas; las excepciones son el estromatolito esponjoso (Alchichica) y
el tapete microbiano dominade por Calothrix sp. (Guerrero Negro). Stal
(1999) propone que la dominancia de cianobacterias no-heterociticas en
este tipo de consorcio puede deberse al efecto danino del sulfuro como
residuo de la actividad sulfato-reductora, al cual las cianobacterias
heterociticas son menos tolerantes. La inhibicién de la fotosintesis por el
sulfuro favoreceria la actividad diazétrofa de las cianobacterias no-
heterociticas; sin embargo no medimos este compuesto.

La actividad de la nitrogenasa en los consorcios benténicos varia en
mas de dos érdenes de magnitud (0.6-190}, lo cual es interesante a nivel
del aporte de formas reducidas de nitrégeno por diversos consorcios de
microorganismos. En columna de agua, los valores de actividad diazétrofa
de la cianobacteria no-heterocitica oceanica Trichodesmium sp. vy la
cianobacteria heterocitica limnética N. cf. spumigena son similares (22 y 17
pM CoHs m2 hl). Ambas cianobacterias presentan florecimientos
estacionales. En el caso de Trichodesmium sp., representa un aporte global
de nitrégeno plancténico oceanico importante ({Capone & Carpenter, 1999},
sin embargo aun se desconoce con certeza este valor. Estos autores
proponen que en el ambito mundial para el ambiente oceanico las tasas de
fijacién de nitréogeno plancténicas son de 65 Tg afo-! y las bentdnicas son
de 15 Tg afno!. Aln no existen estas estimaciones para ambientes

limnéticos.
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Actividad diazotrofa en el lago crater de Alchichica: destinos
posibles del nitrégeno reducido.- Alchichica se caracteriza por presentar
una productividad generalmente baja y uniforme, ocasionada por una
limitacién de nutrientes a lo largo del afo, con excepcion del periodo de
florecimiento primaveral, cuande ia columna de agua no esta estratificada.
Es de esperarse que a través del florecimiento de N. ¢f. spumigena, sec
aportaran formas reducidas de nitrégenc al sistema, las cuales serian
incorporadas directamente a la cadena trdfica. Escobar et al. (1999)
mostraron que el carbono biogénico originadeo por la N. cf. spumigena no es
=incorporado al sistema pelagico. Es posible que la“rnayb;-pﬁr‘_cé de este
material sea transportado al fondo, generando condiciones de anoxia,
debido a su descomposicidon bacteriana. La columna de agua que se
encuentra fuertemente estratificada durante casi nueve meses, fomenta la
acumulacién de las células de N. cf. spumigena por debajo de la zona
eufdtica, mediante su exportacion al fondo (hipolimnion). Es posible que
una parte de las células de N. cf. spumigena durante el florecimiento sean
llevadas a la orilla por efecto del viento, en donde podrian descomponerse
y tal vez favorecer la biomasa de invertebrados benténicos. Las
cianobacterias suelen ser incorporadas a la cadena trofica via el detrito
(Stewart, 1975). Verschuren et al. (1999) proponen que diversas especies
limnéticas de clad6ceros podrian estar adaptados a una dieta de
cianobacterias filamentosas. Otra posibilidad es que exista lisis celular del

florecimiento de N. cf. spumigena en la zona eufética por la accién de viral,
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los cuales liberarian las formas reducidas de nitrégeno al sistema
(Thingstad et al., 1993). En el caso de los estromatolitos, es posible que las
formas reducidas de nitrégeno generadas mediante su actividad diazétrofa
sean incorporadas directamente por invertebrados bentdnicos o por la ruta

de los detritos, sin embargo no existen pruebas al respecto,

Este estudio ha permitido reconocer que existe una actividad
diazotrofa en el lago crater de Alchichica tanto por los estromatolitos comoe
por el florecimiento de la clanobacteria de columna de agua N. cf
spumigena. Los valores obtenidos nos han permitido ampliar nuestra
visién de este proceso en los ambientes acuaticos de México, pero sobre
todo han dejado muchas preguntas abiertas para quien decida continuar

sobre esta rama de investigacion.
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Conclusiones

1) La actividad diazétrofa del estromatolito esponjoso fue diurna para
ambos tratamientos de radiacion UV, con valores maximos para los
intervalos de incubacion de las 6-12 hrs (con UV: 18.8 £ 9.7 pumoles
CaHs m2h-t, sin UV: 17 + 5.7 uymoles C2Hs m2h-!'}) y 12-18 hrs (con UV:
18 £ 3.5 pmoles CzHs m2 h-1, sin UV: 36.8 £ 16.5 pmoles CaHa m2 hl).
La radiacidén UV no afectd significativamente la tasa de fijacién de

nitrégeno (p = 0.0523) sin embargo en su ausencia, la actividad de la

"~ nitrogenasa aumenté de 1.4-1.7 veces.

2) La actividad diazétrofa del estromatolito columnar presenté valores
maximos para ambos tratamientos de radiacién UV de 6-12 hrs {con
UV: 8.9 + 4.5 umoles CaHg m2 h-!, sin UV: 6.8 £ 2.5 pmoles C2Hs m2 h-
1y y de 12-18 hrs (con UV: 14.3 £ 6.3 umoles CoHs m*2 h-t, sin UV: 33.1
* 154 pmoles CzHsa m=2 h-lj. Auin cuando no hubeo diferencias
significativas para la actividad diazétrofa en presencia de radiacién UV
{p = 0.2806), los valores tendieron a aumentar en ausencia de esta de
0.4 a 1.6 veces.

3) La cianobacteria plancténica N. cf. spumigena presentd actividad
diazétrofa tanto diurna como nocturna en presencia de radiacién UV,
con un pico maximo de actividad en el intervalo de incubacion de 18-24
hrs {36.2 £ 9.3 pmoles CzHsa m? h-!). En ausencia de radiacién UV la

actividad de la nitrogenasa continué ascendiendo de las 6-24 hrs, con
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4)

maximo de actividad de 18-24 hrs (78.9 + 12.1 umoles CzHs m2h-!). La
radiacion UV afecté significativamente la fijacién de nitrégeno (p =
0.0019), y en su ausencia aumenté 2.5 veces.

Ambos estromatolitos presentaron diferencias significativas en sus
tasas de fijacion de nitréogeno después del florecimiento de N. cf.
spumigena: estromatolito esponjoso (p = 0.0109) y estromatolito
columnar (p = 0.0030) antes vs después del florecimiento; estromatolito
esponjoso (p = 0.0227) y estromatolito columnar (p = 0.0000) durante

vs después del florecimiento.
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Propuestas y Perspectivas

En los estromatolitos del lago crater Alchichica, se podrian incluir
trabajos sobre la actividad diazétrofa de los diversos microorganismos del
consorcio. Lo anterior implica afrontar el estudio de este sistema desde
una perspectiva multidisciplinaria que incluya aspectos de biologia
molecular y celular, ecofisiologia, ecologia microbiana y biogeoquimica del
consorcio microbiano.

El analisis molecular de los genes nif en ambos consorcios
resultaria indispensable para caracterizar a los componentes diazdtrofos
de este sistema.

Experimentos que se podrian llevar a cabo para identificar la
aportacion de los diversos grupos diazotrofos incluyen el estudio de la
afectacion a las tasas de fijacidn de nitrégeno por la utilizacién de
inhibidores metabdlicos especificos para bacterias sulfato-reductoras,
sulfato-oxidantes, fotdtrofas oxigénicas y anoxigénicas, metanogenas y
heterdtrofas. Este tipo de experimento podria utilizarse para aprender méas
acerca del consorcic de microorganismos plancténico durante el
florecimiento primaveral.

Seria interesante realizar ciclos de 24 horas de actividad de la
nitrogenasa en los estromatolitos para antes, durante y después de la

circulacién invernal del lago y florecimiento de primavera. Es posible que
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haya una variacién temporal en la presencia de los picos maximos de
actividad diazétrofa en los estromatolitos.

Hace falta profundizar en el conocimiento de la distribucién de la
nitrogenasa en las cianobacterias no-heterociticas de los consorcios
estromatoliticos al igual que conocer la proporcion de células que
presentan la nitrogenasa con relacién a células con actividad fotosintética
dentro del cansorcio. Estos estudios nos permitirian comprender mejor los
patrones de fijacién de nitrégeno en ambos tipos de estromatolitos.

Resultaria importante conocer los patrones de actividad diazétrofa
en un gradiente batimétrico para poder obtener asi una estimaciéon del
aporte global de formas reducidas de nitrogeno al lago crater, tanto por la
cianobacteria en columna de agua durante el florecimientc como por
ambos estromatolitos. Estos estudios deberan de ir asociados al analisis
de la actividad fotosintética en el gradiente batimétrico.

Seria interesante aislar a los diferentes microorganismos de cada
consorcio estromatolitico y cuantificar en cultivo su actividad diazotrofa,
para evaluar el aporte de cada uno de estos a la tasa global de fijacién de
nitrégeno. Resultaria también muy interesante conocer la relacion entre la
biomasa de cada grupo de organismos y su actividad diazétrofa.

Resulta necesario llevar a cabo mediciones de las formas de
nitrégeno presentes en el agua y sedimento en los periodos de antes,

durante y después del florecimiento de N. cf. spumigena.
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El efecto de la radiacion UV sobre los estromatolitos v la N. cf.
spumigena deberan ser llevados a cabo con mayor detalle. Por ejemplo, se
podrian estudiar los posibles patrones de migracion de las cianobacterias
ante la exposiciéon a la radiacion UV, y el efecto de esta sobre la
asimilaciéon de 14CO:z para observar el efecto sobre fotosintesis. La
presencia de pigmentos protectores a la radiacién UV como scitonemina y
amino Acidos fipo micosporina en los microorganismos de ambos

estromatolitos podria ser analizado.
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